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Resumen/Abstract y palabras clave 
Resumen 
Estudios recientes definen a la indol-3-acetaldoxima (IAOx) como una molécula de 
señalización en el desarrollo de las plantas, estrechamente relacionada con la homeostasis y 
señalización del ácido 3-indol acético (IAA). Sin embargo, este conocimiento es completamente 
nuevo, y muchas cuestiones siguen sin estar claras. En este estudio se van a analizar las plantas 
de Medicago truncatula a nivel fenotípico, expresión génica y nivel hormonal, según diferentes 
tratamientos con oximas indólicas y no indólicas similares a la (IAOx).  
De este modo, se han podido observar el efecto del grupo aldoxima que produce NO, y el 
efecto del grupo indol que se asemeja al efecto del IAA (auxina). Ampliando así, desde otro 
enfoque, la comprensión del mecanismo de señalización del IAOx y relacionarlo con su posible 
función como donador de NO o como molécula indólica. 
Abstract 
Recent studies point towards índole-3-acetaldoxime (IAOx) as a newly signaling molecule in 
plant development, closey related with indole-3-acetic acid (IAA) homeostasis and signaling. 
However this knowledge is Brand new, and many questions remain unclear. In this study, the M. 
truncatula plants have been analyced at the phenotypic level, gene expression and hormonal level, 
according to different treatments with indole and non-indole oximes similar to (IAOx).  
In this way, it has been possible to observe the effect of the aldoxime group which produces 
NO, and the effect of the indole group that resembles the effect of IAA (auxin). Thus expanding, 
from another perspective, the understanding of the IAOx signaling mechanism and relating it to 
its possible role as a NO donor or as an indolic molecule. 
Palabras clave / Keywords 
Indol-3-acetaldoxima (IAOx) / Indole-3-acetaldoxime (IAOx) 
Ácido 3-indol acético (IAA) / Indole-3-acetic acid (IAA) 
Fitohormonas / Phytohormones 
Auxinas / Auxins 
Oximas / Oximes 
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Capítulo 1 - Introducción 
1. Hormonas vegetales o fitohormonas 
Las hormonas vegetales o fitohormonas son moléculas orgánicas que han sido muy estudiadas 
ya que son de gran importancia para el crecimiento, floración y maduración de las plantas, es 
decir, son reguladores de la fisiología de la planta. 
Son producidas por células vegetales, sobre todo en meristemos y actúan sobre otras células 
como mensajeras químicas. Por ejemplo, una hoja podría sintetizar una fitohormona reguladora 
del desarrollo floral y transportarla al órgano vegetal correspondiente, en este caso una yema, y 
promover de este modo que crezca la flor. 
Estas moléculas orgánicas se han estudiado mucho llegando a descubrir cómo producirlas 
sintéticamente, pudiendo regular el aumento o disminución del crecimiento, germinación, 
maduración, etc… de las plantas. 
Las hormonas más conocidas hasta la fecha son las siguientes: 
Tabla 1 Funciones de las 5 fitohormonas más relevantes de las plantas 
Fitohormona Funciones 
Auxina 
• Inhibe el crecimiento de las yemas laterales 
• Promueve el desarrollo de raíces laterales 
• Promueve el crecimiento del fruto 
• Efecto del gravitropismo 
• Retrasa la caída de las hojas 
Citoquininas 
• Regulador de la formación de tejidos 
• Retrasa el envejecimiento de las hojas 
Etileno 
• Promueve la maduración de frutos 
• Promueve la abscisión 
• Promueve la epinastia 
• Induce la formación de raíces en hojas, tallos y pedúnculos 
florales 
• Induce la feminidad en flores 
Ácido abscísico 
• Induce la latencia de yemas y semillas 
• Inhibe el crecimiento de tallos 
• Induce la senescencia 
• Control de estomas 
Giberelinas 
• Incremento en el crecimiento del vástago 
• Estimulación de la división celular 
• Inducción de la germinación de semillas 
• Inducción floral 
• Estimulación de la germinación del polen 
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2. Auxinas 
De estas 5 fitohormonas comentadas (Tabla 1), las auxinas probablemente sean las hormonas 
vegetales que regulan las funciones más importantes de la planta. Fueron las primeras en 
descubrirse, y Charles Darwin en 1881  realiza estudios sobre la influencia de las auxinas en la 
respuesta a la luz en las plantas (Darwin 1881). El experimento que lleva a cabo junto a su hijo 
Francis Darwin les mostró que la curvatura que se producía en las plántulas de alpiste o de avena 
cuando son iluminadas lateralmente se debía a la influencia del ápice caulinar. 
En 1926, Frits Warmolt, muestra que esta influencia del ápice es debida a un estímulo químico 
al que denominó auxina. 
La auxina es una hormona vegetal involucrada en una extraordinaria amplia variedad de 
mecanismos biológicos. Estos van desde procesos celulares básicos, como la endocitosis, la 
polaridad celular y el control del ciclo celular sobre las respuestas localizadas, como el 
alargamiento celular y el crecimiento diferencial, hasta fenómenos macroscópicos como la 
embriogénesis, el diseño de tejidos y la formación de órganos.  
A pesar de que la historia de la investigación sobre las auxinas se remonta a más de cien años, 
todavía estamos lejos de una comprensión integral de cómo la auxina gobierna una gama tan 
amplia de respuestas. Algunas respuestas a esta pregunta pueden estar en la propia molécula. Se 
han encontrado sustancias similares a las auxinas de origen natural que pueden desempeñar 
funciones en procesos específicos celulares y de desarrollo. La acción de la auxina puede 
explorarse aún más mediante la utilización de moléculas sintéticas similares (Royo et al. 2019). 
La auxina se modifica, metaboliza y compartimenta intracelularmente, lo que puede tener un 
gran impacto en su disponibilidad y actividad. En cuanto a la percepción de auxina, donde 
conocemos tres receptores y sistemas de señalización aparentemente independientes, algunos 
mejor estudiados que otros, pero cada uno de ellos probablemente esté involucrado en distintos 
procesos fisiológicos (Sauer, Robert, and Kleine-Vehn 2013). 
El ácido 3-indol acético (IAA) (Figura1) va a estar presente durante todo este estudio, siendo 
hoy en día la forma principal en que la auxina se presenta en las plantas, y cuya vía biosintética 
va a ser mencionada posteriormente. 
 
Figura 1 Estructura de la molécula auxina IAA 
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3. Señalización por auxinas 
Las señales que generan las auxinas son principalmente percibidas intracelularmente por una 
proteína de caja F “Auxin Signaling F-box” (AFB) que contiene las proteínas denominadas 
(TIR1) “Transport Inhibitor Response 1” (TIR1/AFB). Estas proteínas de caja F, “F-box proteins” 
son como un complejo de varias proteínas, de las cuales una tiene una región F-box, es decir, 
TIR1/AFB es un complejo de F-box. Estas proteínas F-box son la subunidad de unión al sustrato 
de los complejos de proteína ligasa ubiquitina de tipo SCF (Skp1-Cullin-F-complejo proteico de 
caja). En presencia de auxina, el complejo SCFTIR1/AFB se une a las proteínas AUX/IAA, que 
son represores, lo que permite su ubiquitinación y la consecuente selección y degradación por el 
proteosoma. Este complejo AUX/IAA interacciona no solo con el IAA, sino con otras moléculas 
señalizadoras, como por ejemplo el óxido nítrico (NO) (revisión completa disponible en Olatunji, 
Geelen, and Verstraeten 2017). Este proceso queda reflejado de manera gráfica en la figura 2. 
 
Figura 2 Diagrama por el cual se observa que el IAA promueve la unión entre TIR1/AFB con Aux/IAA la 
ubiquitinándolo, el proteosoma lo elimina y los genes ligados a auxinas se expresan (da Costa et al. 2013) 
4. Importancia del óxido nítrico (NO) 
El óxido de nitrógeno, monóxido de nitrógeno u óxido nítrico es conocido comúnmente en la 
naturaleza por su presencia en la atmósfera como gas incoloro altamente inestable oxidándose en 
contacto con moléculas de oxígeno pasando a dióxido de nitrógeno. Sin embargo, también tiene 
su importancia en mamíferos y en plantas. 
 
Figura 3 Estructura de la molécula ON 
Uno de los roles más conocidos del NO es la interacción con el sistema de producción y 
señalización por auxinas. En plantas, el NO activa el complejo TIR1/AFB descrito anteriormente 
(Figura 2), ubiquitinándolo resultando en la consecuente selección y degradación por el 
proteosoma (Pagnussat, Lanteri, and Lamattina 2003), de esta manera, el NO actúa como 
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potenciador de la señal auxínica. Por otro lado se ha reportado que el NO interactúa las guanosín 
monofosfato cíclico (cGMP), que resultan en la aparición de raíces secundarias (Pagnussat, 
Lanteri, and Lamattina 2003). De hecho se demostró que la adición de NO a plantas de Cucumis 
sativus promovía la aparición de raíces secundarias, induciendo un enraizamiento similar al que 
produciría un tratamiento de la hormona vegetal IAA (Pagnussat, Lanteri, and Lamattina 2003) 
(Figura 4). 
Pagnussat, Lanteri, and Lamattina 2003, argumentaron que tanto el NO como el cGMP son 
mensajeros posteriores de la ruta de señalización de IAA que promueve el desarrollo de raíces 
adventicias. 
De esta manera se demostró que NO actuaba sobre la ruta de síntesis de auxinas como 
modulador de señalización. 
 
Figura 4 Ilustración esquemática de un modelo propuesto para el control de la formación de raíces adventicias en 
pepino. IAA se sintetiza en la yema apical y se transporta a la base. Allí, IAA desencadena una acumulación 
transitoria de NO, que activa una vía dependiente de cGMP que conduce a la formación de raíces adventicias 
(Figura extraida de Pagnussat, Lanteri, and Lamattina 2003) 
5. Vías biosintéticas de IAA 
En la década de 1980 el aminoácido triptófano (Trp), había sido bien establecido como 
precursor de IAA en una amplia variedad de especies de plantas, y se habían propuesto muchas 
vías biosintéticas. Sin embargo, desde el descubrimiento de la estructura de IAA, hace más de 80 
años, ha habido mucha confusión y debate sobre la biosíntesis de IAA y de hecho aún es motivo 
de debate hoy en día y el descubrimiento de una ruta biosintética primaria ha sido particularmente 
problemática. De hecho, la figura 5 A y B representan dos utas de biosíntesis de IAA propuestas 
por Olatunji, Geelen, and Verstraeten 2017 y Tivendale, Ross, and Cohen 2014 con tres años de 
diferencia. Sin embargo, recientemente, ha habido mejoras en la comprensión de la biosíntesis de 
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auxinas y simplificaciones de vías propuestas, aunque son conclusiones basadas aun en datos 
incompletos (Tivendale, Ross, and Cohen 2014). 
 
 
Figura 5 Propuestas de la ruta metabólica de IAA de Tivendale, Ross, and Cohen 2014 (A) y Olatunji, Geelen, and 
Verstraeten 2017 (B) observándose la complejidad de ellas y la evidencia de cambios de una publicación a otra. 
En este trabajo nos guiaremos por la propuesta de Tivendale, Ross, and Cohen 2014 (Figura 5 
A). Ya que aunque algunas rutas no aparecen, en comparación con la propuesta de Olatunji, 
Geelen, and Verstraeten 2017, las representadas en color negro se basan en evidencia 
experimental. En esta coyuntura, han sido propuestas cuatro vías biosintéticas de IAA 
dependientes de Trp interconectadas (Figura 6), cada una con el nombre del intermediario, IAM, 
TAM IPyA y la del IAOx. 
De todas ellas una de las más estudiadas en Arabidopsis thaliana es la ruta del IAOx, ya que 
esta ruta se encuentra en la encrucijada que permite a la planta regular el flujo Triptófano-IAA-
Indolglucosinolatos (IG) (Buezo et al. 2019). 
A B 
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Figura 6 Rutas propuestas de biosíntesis de auxina dependiente de Trp. En negro y azul se muestran las rutas 
biosintéticas de IAA basadas en datos acumulados hasta 2010. La nueva vía biosintética lineal IAA de dos pasos 
propuesta, basada en una investigación más reciente en Arabidopsis thaliana, Pisum sativum y Zea mays se 
designan en rojo. Las rutas sugeridas como improbables basadas en resultados recientes se muestran en azul (de 
Tivendale, Ross, and Cohen 2014). 
6. Ruta biosintética del indol-3-acetaldoxima (IAOx) 
La vía de biosíntesis de IAA dependiente de Trp a través de IAOx ha sido ampliamente 
estudiada en la familia Brasicaceae, especialmente en A. thaliana, ya que esta ruta es precursora 
tanto de IAA como de IG. 
El IAOx es una oxima indólica que se produce después de la N-hidroxilación y la 
descarboxilación de triptófano (Trp) por citocromo P450 monooxigenasas, CYP79B2 y 
CYP79B3 (Figura 6). Tras este paso la ruta se divide en dos ramas distintas. Una hacia Indol-3-
acetaldehido (IAAld) y otra hacia indol-3-acetonitrilo (IAN) (catalizado por CYP71A13), ambos 
compuestos son posteriormente procesados hacia IAA por la IAAld oxidasa y por las nitrilasas 1-
3 respectivamente (Figura 6). En el caso exclusivo de la familia de las brasicáceas, el IAOx puede 
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ser procesado hacia IG y finalmente camalexina por acción sucesiva de las enzimas SUR2 y SUR1 
entre otros. Esta ruta contiene todavía múltiples incógnitas motivo de discusión hoy en día.  
Las mutaciones en los genes de biosíntesis de glucosinolatos SUR1 (superroot1), SUR2 o 
UGT74B1, que acumulan niveles incrementados de auxina libre (Bak et al. 2001), dieron como 
resultado el fenotipo denominado “superroot” (Figura 7), que se caracteriza por la inhibición del 
crecimiento de la raíz primaria y el crecimiento de un mayor número de raíces secundarias, según 
los autores, probablemente debido a la acumulación de IAA producida por el bloqueo de la 
síntesis de IG (Boerjan et al. 1995). 
 
Figura 7 Ejemplo del fenotipo en mutantes SUR1 y SUR2 en plántulas de Arabidopsis thaliana de tres semanas 
de edad donde se pueden observar el crecimiento “normal” de la raíz (A) y fenotipos de “superroot” en (B) SUR1, 
(C) SUR2 y (D, E) SUR1/SUR2. (Figura extraida de Delarue et al. 1998) 
Cuando se descubrió que el IAOx era precursor de los IGs (Olatunji, Geelen, and Verstraeten 
2017) se planteó que esta ruta sería de vital importancia para las brasicáceas, otorgándoles la 
exclusividad y dejando IAOx definida como propia de esta familia.  
Sin embargo, investigaciones recientes en maíz (Irmisch et al. 2015) y en la fabácea M. 
truncatula (Buezo et al. 2019) indican que la ruta de IAOx puede estar, efectivamente, repartida 
a lo largo y ancho del árbol filogenético del mundo vegetal.  
 
A B C D 
E 
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7. Estudio de la ruta biosintética del IAOx en M. truncatula 
El papel de IAOx (Figura 8) en la señalización del crecimiento y el fenotipo de la raíz está 
poco estudiado en las plantas crucíferas y en su mayoría se desconoce en las plantas no crucíferas.  
 
Figura 8 Estructura de la molécula de IAOx 
EL procedimiento que se siguió en Buezo et al. 2019 fue sintetizar IAOx y aplicarlo a plantas 
de M. truncatula crecidas axénicamente con 𝑁𝑂3
−, 𝑁𝐻4
+ o urea como la única fuente de nitrógeno 
durante 14 días de crecimiento. 
Buezo et al. 2019 demostraron que aunque se supone que IAOx es un compuesto intermediario 
que no se acumula en el tejido (Olatunji, Geelen, and Verstraeten 2017), se midieron cantidades 
relativamente altas de IAOx en M. truncatula en condiciones de control, lo que indicaba nuevos 
indicios sobre la vía en esta especie. Demostraron la importancia del IAOx endógeno en una 
planta leguminosa (M. truncatula) en relación con el metabolismo de IAA. Finalmente, los 
resultados señalaron a CYP71A como la enzima más importante en la síntesis de IAA a IAOx, 
mientras que excluyen las indol-3-acetaldehido oxidasas. 
Además, la adición externa de IAOx indujo un aumento en el número de raíces laterales, 
especialmente bajo nutrición 𝑁𝐻4
+, mientras que se inhibió el alargamiento de la raíz principal 
“Superroot”, fenotipo antes descrito en mutantes de Arabidopsis SUR1 y SUR2. Obteniendo un 
resultado distinto al obtenido con la adición externa de IAA, y demostrando así que IAOx tenía 
un efecto señalizador propio y diferente al de IAA. Este resultado, además, sugiere que IAOx es 
una molécula de gran importancia en la señalización durante nutrición amoniacal. Sin embargo, 
IAOx forma parte de la ruta de síntesis de IAA y por tanto sus efectos se definen como una 
combinación del efecto per se de la molécula junto con una alteración de la ruta de síntesis. 
Sus resultados ampliaron el conocimiento sobre el efecto de un precursor poco estudiado de 
la vía de las auxinas, sin embargo, cuestiones importantes como el mecanismo de acción de la 
señalización por IAOx son aún un misterio, así como la verdadera importancia del grupo oxima 
durante el proceso. 
8. Importancia y motivo de este estudio 
Los resultados obtenidos en Buezo et al. 2019 indican que IAOx tiene un efecto señalizador 
que cobra importancia durante la nutrición amoniacal. El entendimiento de esta nueva vía de 
señalización es de vital importancia para entender el crecimiento y desarrollo de las plantas a 
través de un precursor poco estudiado como es el IAOx, bajo el marco cada vez más creciente de 
la toxicidad por amonio, pudiendo plantearse sus posibles beneficios en la agronomía en el futuro. 
Resultados recientes en el laboratorio del grupo de investigación han encontrado que las 
oximas en condiciones in vitro son capaces de liberar NO. Por tanto, se puede pensar que la 
liberación de NO por parte del IAOx y por tanto una interacción con el complejo TIR1/AFB es 
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posible, así como la activación del cGMP explicados anteriormente (Pagnussat, Lanteri, and 
Lamattina 2003).  
Ya que el anterior estudio con IAOx presentó algunas dificultades, este estudio pretende dar 
un paso más utilizando análogos del IAOx sintetizados en laboratorio. Las oximas que vamos a 
utilizar serán las siguientes (Figura 9): 
 
Figura 9 Estructura molecular de las diferentes oximas utilizadas en el trabajo (1; BenzOX, 2; ButOX, 3; IAOx-
met, 4; IdOX) y su comparación con la molécula de IAOx colocada a la derecha de la Figura. 
Tabla 2 Nombre de los compuestos oxímicos utilizados y fórmula química 
BenzOX 
 
IAOx-
metilado 
 
ButOX 
 
IdOX 
 
1 2 
3 
4 
5 
IdOX 
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FenOX 
 
 
Cada una de estas oximas ha sido diseñada con modificaciones específicas en su estructura, 
que permitirían diferenciar los efectos obtenidos dependiendo de sus características. Se dividen 
en tres grupos, oximas indólicas (IdOX), no indólicas (ButOX, FenOX y BenzOX) e IAOx-
metilado que pretendería bloquear el grupo oxima con un metilo, para así impedir su posible 
liberación de NO. 
En este estudio, se analizará la respuesta de las plantas de M. truncatula con moléculas 
(oximas) parecidas a IAOx, tanto a nivel fenotípico, como hormonal y a nivel de genes, con la 
finalidad de estudiar desde otro enfoque la comprensión del mecanismo de señalización del IAOx. 
Por lo tanto, se va a pretender desentrañar los pormenores de la señalización medida por IAOx, 
y relacionarlos con su posible función como donador de NO o como molécula indólica. 
9. Objetivo 
El objetivo principal es desentrañar el modo de señalización del IAOx y su función como 
molécula precursora de NO y de IAA, así como aportar más información al respecto de la 
expresión de genes y contenidos de las moléculas de esta vía de señalización en M. truncatula. 
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Capítulo 2 - Materiales y Métodos 
1. Esterilización de las semillas de Medicago truncatula 
La finalidad de esta práctica es evitar futuras contaminaciones en las placas de agar-agua 
donde van a sembrarse posteriormente, para finalmente plantarlas en los distintos tratamientos. 
Estas contaminaciones son principalmente fúngicas, provocadas por esporas del ambiente o 
portadas por el manipulador, por este motivo, se realiza la esterilización en cabinas de flujo 
laminar (Figura 10), que emplea un ventilador donde el flujo de aire pasa a través de un filtro 
HEPA o ULPA de hasta 0,1 micras proporcionando un ambiente estéril. 
 
Figura 10 Cabina de flujo laminar 
1.1.Materiales 
- Tubo tipo Falcon 
- Lejía (Hipoclorito de sodio 50%) 
- Ácido sulfúrico (95%) 
- Micropipeta con puntas esterilizadas 
- Agua milli-Q estéril 
1.2.Método 
En primer lugar, se procede a la extracción de las semillas de M. truncatula (Figura 11) de su 
fruto espiralado de manera manual, se introducen estas semillas en el Falcon. 
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Este tubo Falcon es en el que se realizará la esterilización en la cabina de flujo laminar:  
1) Se realiza un primer lavado con ácido sulfúrico concentrado cubriendo la totalidad de las 
semillas. Se agita suavemente el tubo para que todas estén en contacto con el ácido. Se 
dejan sumergidas durante 8 minutos. A este proceso se le denomina escarificación 
química y en él se elimina parcialmente la cutícula de la semilla, proporcionando 
posteriormente una mejor y más rápida germinación. 
2) Pasados los 8 minutos se retira el ácido con la pipeta y se realizan sucesivos lavados con 
agua mili-Q estéril (usando un mínimo de 30mL). De esta forma se elimina la totalidad 
del ácido.  
3) Se retira totalmente el agua milli-Q y se introduce la lejía al 50% hasta cubrir las semillas 
y se agita suavemente el tubo al igual que con el ácido. Se incuban las semillas con el 
hipoclorito durante 5 minutos.  
4) Pasados los 5 minutos se retira la lejía y se realizan sucesivos lavados con agua milli-Q 
(usando un mínimo de 50mL) para eliminar la totalidad de esta y devolver el pH hasta el 
neutro. 
5) Para finalizar, se deja el Falcon con un volumen de agua milli-Q suficiente para cubrir el 
doble del volumen que ocupan las semillas y se conserva en frío (9°C) y en oscuridad 
durante 24 horas. 
 
2. Siembra de Medicago truncatula sobre agar-agua 
El paso de las semillas por placas de agar-agua tiene una serie de ventajas que se aprovechan 
posteriormente al trasplantarlas al medio final: 
- Sincroniza la germinación. 
- Los medios que utilizamos pueden tener compuestos muy estresantes. Amonio, dimetil 
sulfoxido (DMSO), oximas, hormonas… Estos compuestos a veces abortan la 
germinación de una semilla de M. truncatula, por tanto, la siembra en fase de plántula 
reduce los efectos tóxicos, y protege la parte aérea, que suele ser mucho más sensible a 
estos productos. 
Para ello, se realiza esta labor en cámaras de flujo laminar, aportando un ambiente de 
esterilidad. El medio de germinación será el de agar-agua (0,4%) que permite una germinación 
idónea. 
 Figura 11 Proceso de extracción de las semillas 
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2.1.Materiales 
- Hornillo esterilizador 
- Pinzas 
- Semillas previamente esterilizadas (Apartado 1) 
- Placas Petri con agar-agua 
- Etanol 70% (v/v) 
2.2.Método 
 
2.2.1. Preparación de placas de agar-agua 
1) En primer lugar, se debe disponer de placas suficientes de agar-agua donde van a 
sembrarse las semillas.  
2) Para preparar las placas de agar-agua 0,4% p/v se disuelen 4g de Plant Agar 
(Duchefa®) en un litro de agua Mili-Q y se esterilizan en autoclave.   
3) Antes de que la temperatura baje de los 60ºC, se distribuye en placas de Petri. Se dejan 
solidificar destapadas para evitar la acumulación de humedad.  
2.2.2. Siembra en condiciones axénicas 
Una vez obtenidos todos los materiales y las placas necesarias se procede con la siembra tal y 
como se describe en Buezo et al. 2019: 
1) Se trabaja en la cabina de flujo laminar previamente esterilizada. 
2) Trabajando en una cabina de flujo laminar, se introduce la pinza lavada previamente con 
etanol 70% a la llama de hornillo para esterilizarla. 
3) Se coge la semilla con la pinza (previo cuidado de que la pinza se haya enfriado para no 
dañarla) y se deja sobre la superficie del agar-agua de la placa correspondiente, las 
semillas deben quedar suficientemente separadas para que durante la germinación no se 
molesten entre sí. Normalmente se siembran un máximo de 20 semillas por placa. Se 
repite este proceso las veces que sean necesarias hasta agotar la totalidad de las semillas. 
4) Se cierran las placas con cinta transpirable Leukopor®. 
5) Estas placas se guardarán en oscuridad y a una temperatura de 14°C durante 72 horas. 
 
 
Figura 12 Semillas de M. truncatula en agar-agua sin germinar (A) y germinadas (B) tras 72 horas. 
 
 
A) B) 
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Figura 13 Proceso de siembra y germinación de las M. truncatula desde el tubo tipo falcon hasta su germinación 
en las placas de agar-agua 
3. Preparación de medio Fahraeus para Medicago truncatula  
En este procedimiento se realizan los medios (500mL) con y sin los tratamientos donde van a 
desarrollarse las plantas. Estos medios se van a introducir tanto en placas como en botes según la 
finalidad del estudio.  
Se utiliza este medio por diferentes razones: 
o Más idóneo para fabáceas. 
o Se posee un protocolo específico que evita cambios de pH durante su realización. 
En el caso de la utilización de las plantas para el estudio de la fenómica de raíces se utilizarán 
placas cuadradas de 12,5x12,5Cm. 
Para el estudio de las plantas para la cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) (Apartado 
5) y la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) (Apartado 6) se utilizan botes. 
3.1.Materiales 
- Botellas de 500ml 
- Placas de 12,5x12,5Cm 
- Botes estériles 
- Vaso de precipitados 
- pH-metro  
- Phytagel® 
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3.2.Método 
 
3.2.1. Preparación de los stocks 
 
Tabla 3 Resumen de la preparación de los stocks de la solución nutritiva 
Macronutrientes Micronutrientes (Stock 1000x) Nitrógeno 
225mM 𝐶𝑎𝐶𝑙2 100mg/l Mn𝐶𝑙2  
 
 
 
1M Ca(𝑁𝑂3)2 
 
 
125mM 𝑀𝑔𝑆𝑜4 100mg/l 𝐶𝑢𝑆𝑂4 
(156,42mg/l 𝐶𝑢𝑆𝑂4 * 5𝐻2𝑂) 
175mM 𝐾𝐻2𝑃𝑂4 100mg/l 𝑍𝑛𝐶𝑙2 
200mM 𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4 100mg/l 𝐻3𝐵𝑂3 
20mM citrato de Fe 100mg/l 𝑁𝑎2𝑀𝑜𝑂4 
(117,5 mg/l 𝑁𝑎2𝑀𝑜𝑂4* 2𝐻2𝑂) 
Por necesidades del protocolo, algunos compuestos deben estar esterilizados previamente, 
tanto 𝐶𝑎𝐶𝑙2 como Ca(𝑁𝑂3)2 se filtran con una jeringa usando un filtro de 0,2µm.  
3.2.2. Preparación del medio Fahraeus 1mM 
El protocolo de preparación está ideado para evitar cambios en el pH del medio y evitar la 
degradación de los compuestos nitrogenados. 
Tabla 4 Resumen de la preparación del medio Fahraeus 1mM (Nitrato) 
Stocks necesarios Cantidad para echar Concentración final 
125mM 𝑀𝑔𝑆𝑜4 1,6mL 0,5mM 
175mM 𝐾𝐻2𝑃𝑂4 1,6mL 0,7mM 
200mM 𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4 1,6mL 0,8mM 
20mM citrato de Fe 0,4mL 20µM 
1000x micronutrientes 0,4mL 100µg/l 
𝐻2𝑂 destilada 392,6mL  
Ajustar el pH 6,5-6,7, añadir 2g de Phytagel y Autoclavar 5g/l Phytagel 
225mM 𝐶𝑎𝐶𝑙2 1,6mL 0,9mM 
1M N 0,4mL  
Volumen final de 400mL 
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3.2.3. Preparación de los medios con los diferentes tratamientos 
Una vez preparados los medios Fahraeus hay que añadir a cada botella de 400mL el 
tratamiento correspondiente. 
Los tratamientos utilizados han sido los mostrados anteriormente (Tabla 2). 
Todas las moléculas utilizadas se encuentran en stock a 0.2M (diluidas en DMSO), la 
concentración final deseada es de 100uM. 
Ya que las moléculas pueden ser fácilmente degradadas por la luz y el calor se toman las 
medidas de precaución siguientes: 
- Preparar los medios el mismo día de la siembra 
- Esperar a que la temperatura de los medios baje de 50ºC 
4. Plantación en placa, toma de fotografías, análisis con el SmartRoot 
Tal como se describe en Buezo et al. 2019, la cuantificación del crecimiento y los cambios 
en la estructura de las raíces de las M. truncatula se analizaron mediante la toma de imágenes 
fotográficas y su análisis a través del software de análisis de imágenes semiautomatizado Image 
J utilizando el plugin SmartRoot desarrollado por National Institutes of Health (Lobet et al. 
2015; Esteban et al. 2016). 
Se colocan las M. truncatula de tal manera que, las raíces queden lo más visibles posibles en 
las placas de 12,5x12,5Cm para, posteriormente, realizar las fotografías. 
4.1.Materiales 
- Placas de 12,5x12,5Cm con el medio Fahraeus y tratamientos solidificado 
- Cuchara o espátula pequeña metálica 
- Pinzas metálicas 
- Etanol 70% 
- Hornillo esterilizador 
- Plantas de M. truncatula germinadas en placas de agar-agua 
- Cinta Leukopor® 
- Estudio fotográfico: 
o Cámara de fotos 
o Regla  
o Plataforma de fotografía 
- Ordenador con determinados programas incorporados: 
o Distribución FIJI de ImageJ, plugin SmartRoot (Esteban et al. 2016; Lobet et al. 
2015) 
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4.2.Método 
 
4.2.1. Plantación en placa 
 
Figura 14 Esquema resumen de la transición de las semillas desde que se esterilizan hasta su plantación en la placa. 
1) Una vez se tienen las placas con el medio, con o sin el tratamiento, solidificado, se 
comienza con la plantación. 
2) En un extremo de la placa se realiza una línea, con el rotulador permanente, de lado a lado 
lo más paralelo posible, de 5Cm de separación con el borde. Esta línea sirve como guía 
para eliminar el medio sobrante. 
3) Con la ayuda de la cuchara o espátula pequeña metálica (esterilizada con etanol y con el 
hornillo esterilizador) se elimina el medio sobrante. En esta zona es donde se van a colocar 
las plantas. 
4) Con la ayuda de las pinzas metálicas, previamente esterilizadas con etanol y con el hornillo 
esterilizador, se procede a plantar las M. truncatula germinadas en las placas de agar-agua. 
Se colocarán de tal manera que se desarrollen las raíces en la totalidad del medio y con 
especial cuidado de que no sufran daño alguno. 
5) Una vez colocadas (4 por placa) se cierran las placas con cinta Leukopor®. 
6) Las placas se colocan en vertical en la cámara de cultivo. Las raíces muestran fenotipos 
distintos cuando crecen a la luz, por lo que se recomienda el ciclado periódico de las placas 
para que la luz no sea un factor diferenciador. 
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Figura 15 Ejemplo de cómo deben quedar colocadas las M. truncatula en una placa de 12,5x12,5Cm en medio con 
tratamiento ButOX. 
4.2.2. Análisis con el plugin SmartRoot para ImageJ 
1) Se realizarán las fotos, en el estudio fotográfico de la siguiente manera: 
o Se realizan cada cuatro días viendo el desarrollo de la raíz. 
o La colocación de la cámara deberá ser fija, a distancia suficiente para que la foto 
abarque la totalidad de la placa y la regla, que se colocará al lado de la placa. 
o Se intentará que haya la menor cantidad de reflejos posibles. 
2) Una vez obtenido un conjunto de fotografías de aproximadamente 500 plantas, las fotos 
se pasan al ordenador donde se tiene el programa ImageJ con el plugin SmartRoot. 
3) Se abre el programa y en primer lugar se invertirá la gama de colores, el motivo es que el 
programa sólo reconoce el color oscuro como raíz. 
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Figura 16 Ejemplo de cómo deben de quedar la gama de colores para poder analizar las raíces en el SmartRoot 
4) Se utilizará una denominación concreta para cada raíz, definiendo si se treta de raíces 
primarias o secundarias, para luego identificarlas de manera correcta en el Excel. 
5) Con el programa se define la escala con la que se está trabajando a través de la regla que 
se observa en la figura 16, indicando cuántos píxeles de la imagen corresponden con un 
centímetro real. 
6) Se procede a pintar las raíces de la manera más precisa posible y con cuidado de 
denominarlas de manera correcta. 
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Figura 17 Ejemplo de una raíz primaria pintada con el SmartRoot y cómo se le denominaría 
7) Una vez pintadas las raíces se exportan los datos a un Excel, con datos sobre las raíces 
como son la longitud, volumen, número de raíces secundarias, etc…  
5. Siembra en cultivo axénico, extracción de oximas y medición en HPLC 
En este procedimiento se meden los niveles de IAA, IAOx e IAN. Estos datos se han obtenido 
gracias al Dr. Alfonso Cornejo del Departamento de Ciencias, en la Universidad Pública de 
Navarra. 
Este protocolo de extracción fue adaptado de un método equivalente en (Esteban et al. 2016). 
5.1.Materiales 
- Botes con el medio Fahraeus y tratamientos solidificado 
- Pinzas metálicas 
- Hornillo esterilizador 
- Etanol 70% (v/v) 
- Metanol 80% (v/v) 
- BHT 
- HAcW/Metanol/acetonitrilo (49:21:30) 
- Medio de extracción (Metanol + agua + BHT) 
- Nitrógeno líquido 
- Frigorífico (-80°C) 
- Mortero con Pistilo 
- Capsula de porcelana 
- Balanza analítica 
- Tubo Eppendorf 
- Jeringa con cartucho de sílice Sep-Pak C18 de fase inversa (6mL, 500mg, tamaño de 
partícula de 55-105µm) 
- Metanol 70% (v/v) 
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- ácido acético 0,4% (v/v) 
- Tubos de ensayo 
- Tubos tipo Falcon® 
- Ácido acético 70/30 (v/v) 
- Cámara para la elución “flash” de cromatografía. 
 
Figura 18 cámara para la elución 'flash' de cromatografía 
5.2.Método 
 
5.2.1. Siembra en cultivo axénico 
 
Figura 19 Esquema resumen de la transición de las semillas desde que se esterilizan hasta su plantación en Bote. 
1) Una vez se tienen los botes con el medio, con o sin el tratamiento, solidificado, se 
comienza con la plantación. 
2) Con la ayuda de las pinzas metálicas, previamente esterilizadas con etanol y con el hornillo 
esterilizador, se procede a plantar las M. truncatula germinadas en las placas de agar agua. 
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Se colocarán de tal manera que se desarrollen las raíces en la totalidad del medio y con 
especial cuidado de que las raíces no sufran daño alguno. 
3) Una vez colocadas (5 por bote) se cierran los botes con la tapa correspondiente. 
 
 
Figura 20 Plántulas de M. truncatula crecidas en cultivo axénico 
5.2.2. Preparación de las muestras 
1) Pasados 4 días de desarrollo las plantas se cosechan. 
2) El proceso de cosecha se realiza con unas pinzas metálicas que se utilizan para extraer las 
plantas del bote e introducirlas en diferentes eppendorf. 
3) Cada eppendorf deberá contener una cantidad mínima de 0,2g de planta en su interior. 
Para ello se pesa con la balanza analítica, previamente tarada. 
4) Cada vez que se tenga un eppendorf con la cantidad necesaria, se apunta la cantidad de 
biomasa exacta, se enumera y se introduce en un recipiente con nitrógeno líquido para su 
ultracongelación. Para su conservación se mantienen en un congelador a -80°C. 
5) Al día siguiente, se procede al machacado de las muestras con la ayuda del mortero y la 
cápsula de porcelana. Para que las muestras sigan congeladas en este proceso se introduce 
nitrógeno líquido en una caja de poliespán y se trabaja en su interior con cuidado de 
posibles quemaduras. 
6) Las muestras se trituran todo lo posible y se introducen a los eppendorf bien identificados. 
Hay que tener especial cuidado de no contaminar las muestras con otras previamente 
trituradas. Se volverán a conservar las muestras en el frigorífico a -80°C. 
5.2.3. Extracción de oximas y compuestos indólicos 
Se realiza tal y como se explica en Buezo et al. (2019): 
1) Se vierten las muestras a tubos de ensayo con 5ml de metanol 80% (v/v), estabilizado con 
BHT (200mg*𝐿−1), es decir, medio de extracción. Se agregan indol propiónico como 
patrón interno y se agitan a temperatura ambiente durante una hora.  
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2) Se separan los sólidos mediante centrifugación a 10800g durante 10 minutos, se recoge el 
sobrenadante y se vuelve a extraer el pellet una segunda vez durante 20 minutos con 2mL 
de medio de extracción. 
3) Una vez recogidos los sobrenadantes se concentran por destilación rotatoria hasta llegar a 
1ml aproximadamente. 
 
Figura 21 Tubos de ensayo con las muestras listas para la extracción de oximas 
4) Se colocan las jeringas con las columnas debidamente en la cámara para la elución “flash” 
de cromatografía. Gracias al contenido en C-18, la columna retiene las moléculas polares 
que son las que no queremos analizar.  
5) Para acondicionarlas se introducen 5ml de metanol 80% y después otros 5mL de ácido 
acético 0,4% (v/v). 
6) Tras el acondicionamiento de las columnas, se cargan las columnas con las muestras 
diluidas con ácido acético 0,4% (v/v). 
7) Se eluyen las muestras con 20mL de agua con ácido acético 70/30 (v/v) poco a poco, a la 
velocidad que demande la columna.  
 
 
Figura 22 Tubos tipo Falcon con el contenido polar de la extracción 
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8) Las muestras eluidas se evaporan por destilación rotatoria hasta que queda solo agua. 
Luego se añaden 0,5mL de ácido fórmico 1M.  
9) La solución resultante es extraída con éter dietílico (2x5mL cada muestra) y las capas 
orgánicas se recuperan. 
10) Se elimina el disolvente a presión reducida en un rotavapor y finalmente el residuo es 
disuelto en 200µL de HAcW/Metanol/acetonitrilo (49:21:30). 
5.2.4. Determinaciones con HPLC 
Se realiza tal y como se explica en Buezo et al. (2019): 
1) El HPLC se acopla a un detector de fluorescencia usando una bomba de HPLC Waters 
575 (Waters, EE. UU.). controlada por un módulo de control de bomba Waters (Waters, 
EE. UU.). y un detector de fluorescencia Waters 474 (Waters, EE. UU.) 
2) Se usa una columna µBondpak C18 (10µM 125ª 3.9x150mm, WAT86684 Waters, EE. 
UU.) como fase estacionaria, con una fase móvil denominada A (agua con 0,4% v/v de 
ácido acético) y B (acetonitrilo), con un flujo constante de 0,5mL/min. 
3) Se usa una concentración que aumenta el gradiente para el disolvente B, del 20% al 40% 
durante 25 minutos y luego se mantiene constante durante 10 minutos. La concentración 
de B se reduce gradualmente al 20% durante 5 minutos adicionales.  
4) El detector de fluorescencia se ajusta a λex=280nm λem=331nm con una ganancia de 10. 
5) Los tiempos de retención son 13,98 minutos para IAA, 15,4 minutos para el primer 
isómero de IAOx, 17,87 minutos para el segundo isómero de IAOx, 18,77 minutos para 
el estándar interno (ácido indol propiónico) y 19,98 minutos para IAN. 
6. Análisis de la expresión genética 
Para este análisis se realiza una PCR cuantitativa (qPCR) que, mide los niveles de expresión 
de un gen cuantificando los contenidos en los tejidos de mRNA de dicho gen. Para ello en el 
primer paso se extrae el RNA de los tejidos para luego obtener cDNA por medio de una 
retrotranscripción, como se ve a continuación.   
6.1.Materiales 
- Botes con el medio Fahraeus y tratamientos solidificado 
- Pinzas metálicas 
- Hornillo esterilizador 
- Etanol 70% y 100% (v/v) 
- Microdemembrator S (B. Braun Biotech International. UK) 
- Reactivo TRIzol® (Invitrogen. Carlsbad, EE. UU) 
- Cloroformo 
- Centrífuga 
- Agua DEPC (pirocarbonato de dietilo) 
- Tampón de DNAasa 
- DNAasa I Libre de RNAasa 
- Incubadora  
- Etanol al 100% (v/v) 
- Espectrofotómetro NanoDrop (ThermoFisher scientific, Massachusetts, EE. UU.) 
- Eppendorf Mastercycler epgradient S (Hamburgo, Alemania) 
- SYBR Premix ExTaqTM (Takara Bio Inc.) 
- AriaMx (Agilent Technologies, Santa Clara, EE. UU.) 
- Tubos Eppendorf® 
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6.2.Método 
 
6.2.1. Extracción y purificación de RNA 
1) Se realiza la plantación en bote de igual manera que en el proceso anterior (Apartado 
5.2.1.). 
2) Las plantas se tratan cuando tienen tantos días desde la germinación. El tratamiento se 
aplica de tal modo durante X horas. Se mantienen plantas controles crecidas en idénticas 
condiciones, pero a tiempo t=0 (no se les aplica el tratamiento, pero se cosechan a la misma 
hora). Las plantas son cosechadas y congeladas en N2 líquido inmediatamente. 
3) Las muestras que contenían aproximadamente 0,2g de material congelado se machacan 
previamente en un Microdemembrador S (B. Braun Biotech International. UK) a 
velocidad máxima durante 2 minutos. 
4) Se añade 1mL de reactivo TRIzol® (Invitrogen. Carlsbad, EE. UU.) por 100mg de tejido 
y luego se incuba durante 5 minutos para permitir la disociación completa del complejo 
de nucleoproteínas. Se añaden 0,2mL de cloroformo por 1mL de TRIzol® y se incuban 
durante 3 minutos. 
5) Las muestras se centrifugan durante 15 minutos a 12.000g a 4°C y el sobrenadante (con 
RNA) se recoge en un tubo libre de RNAasa con cuidado para que no se transfiera ninguna 
interfase contaminada con DNA genómico no deseado. 
6) El RNA se resuspende en 1mL de etanol 75% por 1mL de TRIzol® utilizando en los pasos 
anteriores y se centrifuga durante 5 minutos a 7.500g a 4°C. Luego, las muestras se secan 
al aire hasta que el gránulo esté seco (el gránulo nunca se deja secar por completo, ya que 
puede poner en peligro el análisis posterior). 
6.2.2. Purificación de RNA 
1) Los gránulos de nucleótidos se disuelven en 26µL de agua DEPC y se añaden 3µL de 
tampón de DNAasa junto con 1 µL (10 unidades) de DNAasa I Libre de RNAasa. La 
solución se incuba después a 30 minutos a 37°C. 
2) La mezcla anterior se diluye con 70µL de etanol al 100% y se centrifuga a 4°C a velocidad 
máxima durante 20 minutos. El pellet se lava con etanol al 70% y se deja secar al aire para 
resuspenderlo en un volumen final de 20µL de agua DEPC. 
3) La cantidad, calidad y pureza del RNA de las muestras se mide en un espectrofotómetro 
NanoDrop (ThermoFisher scientific, Massachusetts, EE. UU.). 
6.2.3. Síntesis de cDNA 
1) La reacción de la transcriptasa inversa se realiza siguiendo las instrucciones de RevertAid 
Reverse Transcriptase (Invitrogen®). 
2) En un tubo libre de RNAasa se agregan los siguientes compuestos: 
Tabla 5 Extracción de DNA: Compuestos añadidos al tubo libre de RNAasa 
Muestra de RNA 1µg 
Oligo(dT)18 100pmol 
Tampón de reacción 5X 4µL 
Thermo Scientific™ Inhibidor 
RiboLock RNase (#EO0381) 
0.5µL (20U) 
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3) Las muestras se incuban 60 minutos a 42°C y se termina la reacción calentando a 70°C 
durante 10 minutos en un Eppendorf Mastercycler epgradient S (Hamburgo, Alemania). 
6.2.4. Cuantificación de la expresión génico por PCR cuantitativa 
1) La expresión genética se determina a partir de 2µL de DNAc diluido 1:5 en un volumen 
de reacción de 20µL utilizando SYBR Premix ExTaqTM (Takara Bio Inc.) en un sistema 
de PCR en tiempo real AriaMx (Agilent Technologies, Santa Clara, EE. UU.). El 
programa de PCR es: 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos de 15 segundos a 94°C seguido 
de 1 minuto a 60°C, y se programa una curva de fusión final. 
2) La expresión genética relativa se calcula como el ΔCt entre cada gen y el promedio de los 
genes de mantenimiento.  
3) La proteína transportadora de ubiquitina 4 y la subunidad reguladora de la proteasoma 26S 
S5A_2 se usan como genes de mantenimiento (Larrainzar et al. 2015). 
4) La ausencia de contaminación con DNA genómico es confirmada por la curva de fusión 
en todas las muestras de RNA. 
7. Estadística 
1) Las diferencias entre los tratamientos se prueban con ANOVA unidireccional y la prueba 
post-hoc de Student-Newman-Kelus. 
2) Todos los datos se prueban para determinar la homogeneidad de las varianzas (prueba de 
Cochran) y se transforman con logaritmo de ser necesario. 
3) Cuando esta prueba no cumple con los supuestos ANOVA, los datos se analizan usando 
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.  
4) Los valores p resultantes se consideran estadísticamente significativos a α = 0.05.  
5) Los análisis estadísticos se realizan con IBM, SPSS Statics, Versión 24.0 Armonkm NY: 
IBM Corp. 
 
 
Mezcla dNTP Mix, 10mM cada 2µL 
RevertAid Transcriptasa inversa 1µL (200U) 
Agua tratada con DEPC Hasta 20µL (Volumen total) 
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Capítulo 3 - Resultados 
1. Fenómica 
El estudio de la fenómica trata de comparar las diferencias fenotípicas de las plantas de M. 
truncatula bajo diferentes tratamientos indólicos (IdOX) y no indólicos (ButOX, BenzOX, 
FenOX) con dos controles (IAOx-met, control nitrato). 
Nuestros resultados resaltan visualmente a día 4 (Figura 23) los tratamientos con BenzOX, 
FenOX, IaOX-met, desarrollan de manera considerable mayor número de raíces secundarias e 
inhibición de las raíces primarias, mientras que ButOX mantiene un crecimiento similar al del 
control e IdOX no inhibe la raíz primaria, pero si aumentan sus raíces secundarias. Al día 8 de 
crecimiento (Figura 24), estas diferencias se intensifican, sobre todo en tratamientos como 
BenzOX, FenOX e IaOX-met desarrollando el fenotipo típico de “superroot” más evidente. 
ButOX, al día 8 empieza a mostrar este tipo de diferencias, mostrando una mayor cantidad de 
raíces secundarias que el control. IdOX sigue sin inhibir la raíz primaria, pero desarrolla mayor 
número de raíces secundarias, aunque con un menor grosor. Además, tratamientos como BenzOX, 
ButOX y FenOX muestran colores rojizos a diferencia del control y las plantas crecidas con 
IAOx-met o IdOX. 
 
Figura 23 Imagen representativa del fenotipo de los diferentes tratamientos (BenzOX, ButOX, FenOX, IAOx-met, 
IdOX) y el control (día 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 CONTROL          BenzOX              ButOX               FenOX            IAOx-met            IdOX  
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Figura 24 Imagen representativa del fenotipo de los diferentes tratamientos (BenzOX, ButOX, FenOX, IAOx-met, 
IdOX) y el control (día 8) 
Los datos extraídos a partir de la fenómica (Figuras 25 y 26) apoyan a los observados en las 
fotografías. Estos datos muestran una considerable inhibición del crecimiento de la raíz primaria 
(Figura 25) sobre todo en tratamientos como FenOX, ButOX e IAOx-met a lo largo de los 12 días 
de estudio. Por el contrario, el efecto del IdOX no es tan evidente hasta pasados 8 días, a partir 
del cual, empieza a promover el crecimiento de la raíz primaria. El único tratamiento que no 
realiza un efecto perdurable en la raíz primaria es el ButOX, que parece inhibir el crecimiento de 
la raíz primaria los 8 primeros días, pero a partir de este, las plantas alcanzan valores similares al 
control. 
En cuanto a los datos obtenidos del número de raíces secundarias (Figura 26) todos los 
tratamientos aumentan de manera considerable el número de raíces secundarias a lo largo del 
desarrollo de las plántulas durante los 12 días. Los tratamientos de IAOx-met e IdOX son los más 
evidentes en el aumento del número de raíces secundarias, sobre todo los últimos 5 días 
alcanzando valores medios de unas 12 raíces secundarias por planta. Los tratamientos como 
FenOX y BenzOX mantienen el aumento de raíces secundarias de manera constante a lo largo del 
desarrollo de las plántulas de manera más o menos constante, sin alcanzar valores tan altos como 
IdOX e IAOx-met y sin mostrar el aumento tan claro los últimos 5 días. El ButOX, al igual que 
IAOx-met y IdOX, presenta un aumento significativo los últimos 5 días, en comparación con los 
primeros 4, que se asemejan a los valores del control. Sin embargo, estos valores no llegan a 
destacar tanto como los demás tratamientos. 
En general, se puede decir que las oximas de tipo no indólicas (ButOX, BenzOX, FenOX), 
presentan una inhibición de la raíz primaria y un aumento de las raíces secundarias, de manera 
similar a lo que lo hace IAOx-met. Sin embargo, la oxima no indólica (ButOX) se diferencia por 
  CONTROL           BenzOX              ButOX               FenOX          IAOx-met           IdOX 
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la aparente no inhibición de la raíz primaria, pero, al igual que los demás tratamientos aumenta el 
número de raíces secundarias de manera considerable.  
 
 
Figura 25 Efecto de los tratamientos (BenzOX, ButOX, FenOX, IAOx-met, IdOX) en la longitud de la raíz 
primaria (Cm) de plántulas de M. truncatula cultivadas durante 12 días. Los valores son la media de 15-20 
repeticiones. Se hizo el análisis de varianza considerando el tratamiento como un factor fijo. Los asteriscos indican 
diferencias significativas (α=0,05) entre tratamientos y control utilizando la prueba de t-Student.x 
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Figura 26 Efecto de los tratamientos (BenzOX, ButOX, FenOX, IAOx-met, IdOX) en el número de raíces 
secundarias de plántulas de M. truncatula cultivadas durante 12 días. Los valores son la media de 15-20 
repeticiones. Se hizo el análisis de varianza considerando el tratamiento como un factor fijo. Los asteriscos indican 
diferencias significativas (α=0,05) entre tratamientos utilizando la prueba de t-Student. 
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2. Expresión génica de la vía de síntesis de IAA desde IAOx 
Los genes que se han medido han sido los Medtr4g104540, Medtr4g104550, correspondientes 
a la enzima IAAld oxidasa, enzima encargada de oxidar IAAld a IAA, y los genes 
Medtr5g087410, Medtr5g087390, correspondientes a la enzima IAOx deshidratasa, encargada de 
deshidratar IAOx a IAN. 
La expresión génica muestra, para los diferentes tratamientos (ButOX, FenOX, BenzOX, 
IdOX), la inhibición o sobreexpresión de los genes descritos anteriormente en comparación con 
los niveles antes de hacer el tratamiento. 
La dispersión de los datos en los niveles de los tratamientos en ButOX, BenzOX y FenOX han 
hecho que la estadística índice unos errores grandes que hacen que las diferencias en los genes 
correspondientes a la IAAld oxidasa no sean estadísticamente significativas. Se podrían hablar de 
tendencias de inhibición de estos genes con estos tratamientos no indólicos, menos en el caso de 
FenOX con el gen Medtr4g104550, que presenta una tendencia de inducción. Por el contrario, en 
IdOX, si se puede decir que reprime la expresión de estos genes, además, los errores tan bajos 
que pueden observarse (Figura 27) y las diferencias con los niveles antes de hacer el tratamiento 
ayudan a que la estadística confirme este suceso. 
A pesar de que los genes Medtr5g087410 y Medtr5g087390 expresan la IAOx deshidratasa 
(CYP71A) su respuesta a los tratamientos difieren. El gen Medtr5g087410 (Figura 28) no muestra 
diferencias significativas bajo ninguno de los tratamientos. Sin embargo, el gen Medtr5g087390, 
aunque no muestra cambios bajo tratamiento con oximas no indólicas (ButOX, BenzOX y 
FenOX) muestra un acusado aumento de expresión (de hasta 55 veces mayor que el control) con 
IdOX. 
 
 
Figura 27 Efecto de los tratamientos (BenzOX, ButOX, FenOX e IdOX) en la expresión de los genes 
Medtr4g104540 y Medtr4g104550 en comparación a los niveles de control. Los asteriscos indican diferencias 
significativas (α=0,05) entre tratamientos utilizando la prueba de t-Student. 
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Figura 28 Efecto de los tratamientos (BenzOX, ButOX, FenOX e IdOX) en la expresión de los genes 
Medtr5g087410 y Medtr5g087390 en comparación a los niveles de control. Los asteriscos indican diferencias 
significativas (α=0,05) entre tratamientos utilizando la prueba de t-Student. 
3. Contenidos de auxina y sus precursores el IAOx y el IAA 
Los datos muestran los niveles de IAA, IAOX e IAN en función del tratamiento en 
comparación con el control (Figura 29). 
Los datos de contenidos en IAA no muestran cambios estadísticamente significativos, pero si 
algunas tendencias a destacar. El IAA muestra una tendencia a aumentar en el caso del tratamiento 
con IdOX (40,1ng/g), en comparación con el control (22,5ng/g). sin embargo, los niveles de IAA 
tienden a descender, con FenOX (13,4ng/g) y sobre todo ButOX (9,4ng/g). En el caso de BenzOX, 
los niveles de IAA no muestran apenas cambios (19,2ng/g). 
Los contenidos de IAOx muestran cambios estadísticamente significativos en el tratamiento 
con BenzOX e IdOX, en comparación con el control (23,8ng/g). Estos niveles son superiores en 
ButOX (80,3ng/g), sin embargo, no son estadísticamente significativos por el obtenido durante 
las mediciones, y sobre todo en IdOX (98,9ng/g). Lo que si reduce de manera significativa los 
niveles de IAOx es el tratamiento con BenzOX (1,97ng/g). 
Los contenidos de IAN muestran cambios significativos con FenOX e IdOX. De nuevo, en el 
tratamiento con IdOX se observan los cambios más significativos (18ng/g) en comparación con 
el control (4,3ng/g). En FenOX (11,7ng/g) estos niveles son también relativamente superiores. 
Algunos de los contenidos con según qué tratamientos, presentan elevadas variabilidades a 
pesar del número de muestras (4 muestras por tratamiento), por lo que quizás sea necesario 
analizar un número mayor de medidas y confirmar la significación del análisis. 
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Figura 29 Contenido de IAOx, Indol-3-acetonitrilo e IAA (ng/g), en plántulas de M. truncatula cultivadas bajo los 
tratamientos (FenOX, ButOX, BenzOX e IdOX) en comparación con el control sin tratamiento. Los valores son las 
medias de 4-6 repeticiones. Los asteriscos muestran las diferencias estadísticamente significativas a α = 0.05 
después de las pruebas de t-Student. 
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Figura 31 Tratamiento utilizado como control (IAOx-met) indicando su terminación metilada 
Capítulo 4 - Discusión 
1. Las moléculas testadas representan dos grupos de aldoximas indólicas 
y no indólicas con diferentes implicaciones en la señalización 
Las moléculas utilizadas en los tratamientos; BenzOX, ButOX, FenOX e IdOX, son análogos 
del IAOx, por lo que en términos generales es de esperar un comportamiento similar al que 
produce el tratamiento de IAOx en las plantas de M truncatula. Sin embargo, hemos utilizado dos 
grupos de oximas, para estudiar el efecto de la parte no oxímica en el crecimiento y desarrollo 
vegetal. Así, tenemos dos grupos: las oximas indólicas (IdOX) y las no indólicas (ButOX, FenOX 
y BenzOX) (Figura 30). Además, tenemos los resultados previos publicados en Buezo et al. 
(2019), en los que se detalla el efecto producido por el IAOx, una aldoxima indólica. 
 
 
 
 
Figura 30 Los diferentes tratamientos análogos al IAOx utilizados en el estudio; BenzOX (1), ButOX (2), FenOX 
(3), como oximas no indólicas e IdOX (4), como oxima indólica. 
Como contraposición, el tratamiento por IAOx-met, se aplica como un control negativo en el 
que el grupo aldoxima está bloqueado por lo que es de esperar un comportamiento diferente. Así, 
al poseer el grupo aldoxima metilado en la terminación, en principio impediría la oxidación del 
grupo oxima como ocurre en el IAOx, ya que a priori, el metilo bloquearía el grupo oxima (Figura 
31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
En principio, todas las moléculas testadas son susceptibles de producir óxido nítrico por 
oxidación de su grupo aldoxima (según un trabajo TFG que se está desarrollando de forma 
paralela). Esperamos que las moléculas utilizadas obtengan unos resultados parecidos al IAOx 
1 2 3 4 
Metilo 
No indólicas  Indólicas 
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obtenidos en Buezo et al. 2019, pero con diferencias en potencia y tiempos. Estos efectos 
esperaremos que ocurran en los tratamientos con las moléculas no indólicas (BenzOX, ButOX, 
FenOX) pero sobre todo en el tratamiento con la molécula no indólica (IdOX) que es la más 
parecida a la de IAOx. 
Estas oximas que vamos a utilizar, han sido estudiadas previamente en el laboratorio, 
comprobando que son capaces de liberar NO en condiciones in vitro, sin embargo, esta capacidad 
no ha sido aún demostrada in vivo. También se ha podido observar una degradación de estas 
oximas en condiciones de cultivo a lo largo del tiempo, de manera más o menos pronunciada 
dependiendo de la molécula. 
A continuación, se comentarán los resultados obtenidos en comparación con los de Buezo et 
al. 2019 y valoraremos si nuestras predicciones se han ajustado a la realidad de los resultados. 
2. Las oximas indólicas y las no indólicas inducen el desarrollo de las raíces 
laterales, pero difieren en el desarrollo de la raíz principal 
 
2.1.1. BenzOX 
 
 
Figura 32 estructura de la molécula de BenzOX 
Una vez observado el fenotipo con este tratamiento, no es descartable que BenzOX libere NO 
actuando como potenciador de la señal auxínica, incluso llegando a interactuar con las cGMP, 
que explicaría el aumento de raíces secundarias (Pagnussat, Lanteri, and Lamattina 2003). 
El efecto producido es constante a lo largo de los 12 días, lo que indica que la molécula ejerce 
su influencia de forma estable y a largo plazo, haciendo que manifieste el fenotipo “superroot”. 
2.1.2. ButOX 
 
Figura 33 Estructura de la molécula de ButOX 
La liberación del NO por parte de este tratamiento se realiza en los últimos días, estando 
inactivo en los primeros 4 días, pudiendo aparecer de este modo desde el día 4 el poder mensajero 
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del NO o las cGMP de la ruta de señalización de IAA, promoviendo de este modo el desarrollo 
de las raíces secundarias (Pagnussat, Lanteri, and Lamattina 2003). 
De esta manera es de entender que el resultado no sea tan evidente del fenotipo “superroot”, 
ya que el efecto del NO no ha sido en las primeras etapas de desarrollo de la plántula, donde la 
regulación hormonal es crítica. 
2.1.3. FenOX 
 
Figura 34 Estructura de la molécula de FenOX 
La liberación de NO y su actuación con la ruta biosintética de IAA, por parte de este 
tratamiento, se ha producido desde el primer momento hasta el final de los 12 días, siendo 
constante el efecto acusado que surge en las plántulas. 
Como la liberación de NO parece haberse producido desde el primer momento y de manera 
pronunciada, los mayores efectos se producen los primeros días donde la regulación hormonal es 
más importante. De hecho, puede ser el fenotipo que con mayor rapidez realice esta acción, ya 
que es la que mayor inhibición de la raíz primaria consigue, pudiendo ser debido al grupo benzil 
que posee esta oxima, aumentando su capacidad de liberación de NO por parte de la oxima. 
2.2.Oxima indólica: Indol-3-acetaldoxima 
 
Figura 35 Estructura de la molécula de IdOX 
Con IdOX deberíamos obtener un resultado diferente, al ser una molécula indólica y oxímica, 
esperamos un efecto combinado entre estas dos. De este modo esperaríamos la liberación típica 
de NO al ser una oxima y su efecto en la señalización de IAA por ser una molécula indólica. 
Observando los resultados (Figuras 25 y 26), con este tratamiento, también cabe pensar que la 
liberación del NO se ha producido en los últimos días de desarrollo, sin causar inhibición en la 
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raíz primaria con respecto al control, de hecho, la longitud es mayor, pudiendo ser por el 
desequilibrio hormonal que causa este tratamiento. 
Sin embargo, según lo observado, indica que la liberación de NO, y por tanto la actuación 
sobre las cGMP y sus consecuencias en la señalización de IAA, se producen desde el primer 
momento y con mayor pronunciación que los demás tratamientos, pudiendo ser por el efecto 
indólico que dispone IdOX y que las demás moléculas estudiadas no poseen. 
2.3.Control de oxima metilada: IAOx-met 
 
Figura 36 Estructura de la molécula de IAOx-met 
No comportarse como el control que se pretendía, puede deberse al desprendimiento del metilo 
de la molécula, que debería impedir que el grupo oxima de la molécula se manifieste de igual 
manera que lo hace con la oxima IdOX, sin ser el control negativo que esperábamos que fuese. 
Realizamos pruebas en el laboratorio que indicaban la rápida degradación de esta molécula, 
de este modo no es descartable pensar que el IAOx-met se degrade a IAOx liberando el metilo, 
consiguiendo de este modo el mismo efecto o parecido al de IAOx. 
Otra opción podría haber sido que la molécula de IAOx-met ejerza un efecto debido a su 
condición como molécula indólica. 
En cualquiera de los casos, queda descartado este tratamiento como control negativo. En el 
futuro por lo tanto se recomienda otro tipo de controles negativos como IAOx con terminaciones 
menos fáciles de degradar con cadenas con mayor número de carbonos o cetonas. 
3. Las aldoximas muestran un efecto diferencial sobre la expresión de los 
genes IAAld oxidasa y IAOx deshidratasa 
 
3.1.Oximas no indólicas 
La no afección a nivel transcripcional de la ruta de síntesis de IAA desde el IAOx, puede estar 
debida a un efecto de manera distinta a este último. 
Por desgracia, la dispersión de resultados impide obtener conclusiones más certeras, sin 
embargo, los resultados en niveles hormonales explicados más adelante arrojarán más 
información a este aspecto. 
3.2.Oxima Indólica 
Al contrario que con los tratamientos con oximas no indólicas, estos datos (Figuras 27 y 28) 
asociados con el tratamiento con IdOX, se pueden comentar con diferencias estadísticamente 
significativas. 
La inhibición de los genes asociados a la enzima IAAld oxidasa, por una regulación de la 
expresión de estos genes en la ruta de síntesis del IAA provocados por el desajuste en la 
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homeostasis de IAA (Tivendale, Ross, and Cohen 2014), causaría, si se confirma que IAA 
aumenta, una clara regulación de esta vía a través de IAOx, cosa que es posible que suceda ya 
que el gen Medtr5g087390 se sobre expresa de manera muy evidente, hasta 55 veces más en 
comparación con el control. De este modo, es de esperar, un aumento significativo de IAOx e 
IAA en los niveles hormonales. 
Los datos, al igual que los ofrecidos por Buezo et al. 2019 muestran que en M. truncatula la 
ruta más importante para la regulación de la síntesis de IAA a partir de IAOx es probablemente 
la IAOx deshidratasa.  
4. Los contenidos de IAA, IAN e IAOx se correlacionan con el fenotipo 
observado 
 
4.1.Oximas no indólicas 
El descenso de los contenidos en el precursor hormonal IAOx, puede ser causada por las 
tendencias de inducción o inhibición de los genes de la vía o vías para su síntesis. Pero no se 
observan cambios en cuanto al contenido de IAN.  
Si los contenidos de IAN hubiesen subido, se podría justificar que la inhibición de IAOx ha 
sido causada por la regulación de la vía biosintética de IAA a través de IAN. Sin embargo, los 
niveles de IAN no cambian con respecto al control, por lo tanto, no podemos deducir a qué se 
debe. 
En el tratamiento con ButOX los niveles IAA se reducen, por lo que se está ante un tipo de 
regulación distinto al transcripcional que podrían justificarse por cambios post-transcripcionales, 
o que el NO promueve la degradación del IAA una vez activa el complejo AUX/IAA. 
El aumento del nivel de IAN en FenOX podría explicar que la ruta biosintética de IAA estaría 
regulada por esta vía, pero estos cambios no son suficientes para observar cambios significativos 
en los niveles de IAA en la planta. 
4.2.Oximas indólica 
En este tratamiento se observan de manera más significativa los cambios producidos con este 
tratamiento que ya se pudieron observar con la expresión del nivel genético. 
El cambio más evidente es el aumento de los niveles de IAOx, debidos a la sobre expresión 
del gen Medtr5g087390 implicado en la enzima IAOx deshidratasa 55 veces superiores al del 
control. 
Además, se observan valores superiores de nivel hormonal IAN, por lo que, a pesar de 
inhibirse la expresión de los genes implicados en la enzima IAAld oxidasa, la ruta por esta vía 
sigue produciéndose, además de manera más pronunciada, por lo que esta ruta está muy regulada. 
Hay que tener en cuenta que el IdOX podría competir con las enzimas y los transportadores con 
el IAOx y con las moléculas similares. Es posible que las M. truncatula estén detectando este 
bloqueo y responden aumentando la expresión de este gen, aumentando hasta niveles superiores 
a los del control. Se podía decir que la actividad del IdOX como bloqueador de la ruta es 
especialmente relevante. 
Como causa del aumento de IAOx e IAN, se puede producir IAA por estas dos vías de manera 
más destacable, tendencia que podemos observar, pero no confirmar por la dispersión de los 
resultados. 
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Capítulo 5 - Conclusiones 
Este trabajo ha obtenido resultados que complementan las cuestiones abiertas en Buezo et al. 
(2019), estudiando la vía de señalización del IAOx y su relación como molécula precursora de 
NO, y aportando más información al respecto de este tipo de señalización en M. truncatula. Así 
hemos observado que: 
- Todas las aldoximas se comportan como donadoras de NO por su efecto observado 
en la respuesta fenológica de las plantas. Así, todas ellas estimulan la formación de 
raíces secundarias, inhibiendo la raíz principal, mostrando de este modo, el fenotipo 
típico denominado “superroot”. Esto resulta semejante al efecto reportado para otras 
moléculas donadoras de NO. 
- Las oximas indólica IdOX con mayores similitudes con IAOx, actúa en las plantas de 
M. truncatula, de manera diferente de las oximas no indólicas, induciendo la 
formación de raíces secundarias, pero sin inhibir la raíz primaria, pudiendo estar 
compitiendo con las enzimas y los transportadores con el IAOx y con las moléculas 
similares.  
- El IdOX como bloqueador de la ruta de síntesis de IAOx, podría ser una excelente 
futura investigación en esta vía de síntesis de auxina y de NO. 
- Con respecto a las oximas no indólicas, se puede concluir que los cambios fenotípicos 
que producen son evidentes, pero, en cambio, apenas producen cambios a nivel de 
auxinas ni de expresión génica. Se podría justificar este fenómeno por cambios post-
transcripcionales, o que el NO promueve la degradación del IAA una vez activa el 
complejo AUX/IAA, hipótesis interesantes de comprobar en investigaciones futuras. 
- Podemos distinguir dos efectos, el efecto del grupo aldoxima que produce NO, y el 
efecto del grupo indol que se asemeja al efecto del IAA (auxina). 
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